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摘要 : 化 学 感受 蛋白 (chemosensory proteins, CSPs) 是 昆虫 体内 存在 的 一 类 主要 识别 和 运载 非 挥发 性 的 气味 分 子 和 化 
学 刺激 物 的 可 溶性 蛋白 。 本 人 研究 运用 半 定 量 RT-PCR 方法 分 析 了 BnCSPA 的 时 空 及 组 织 表 达 谱 。 结 果 表 明 : BmCSP4 
EZKE Bombyx mori 各 发 育 阶 段 均 表 达 , 但 表达 量 从 4 龄 到 肾 期 逐渐 减少 , 且 在 肉 成 虫 头 部 、 胸 部 和 腹部 表达 量 较 
少 。 用 1-NPN ERRIRE, 测定 了 15 种 外 源 配 基 与 BmCSP4 蛋白 的 结合 特性 , 结果 显示 : 仪 芳 香 醛 类 和 芳香 酮 类 
化 合 物 在 浓度 10 mol/L FEE 1-NPN 从 BmCSP4 中 替换 50% , 茶 甲 醛 解 离 常数 为 3.20 pmol/L, 对 甲 氧 基 茶 甲醛 解 
离 常数 为 2.24 pmol/L, 2- 成 基 -3- 共 天 基 - 烯 柄 解 离 常数 为 2.88 pmol/L, 1- 茶 其 -1- 丁 酮 解 离 常数 为 2.04 pmol/L, 2 
乙 酮 解 离 常 数 为 2.52 jmol/L。 据 此 推测 ，BmCSP4 在 不 同 的 发 育 阶 段 执行 不 同 的 生理 功能 , 并 可 能 参与 对 芳香 醛 、 
芳香 酮 类 气味 识别 过 程 。 
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Expression pattern and binding specificity of chemosensory protein 


BmCSP4 in the silkworm, Bombyx mori 

DENG Pei-Yuan'^, QIAO Hui-Li”, LI Dan-Dan”, LU Yun-Feng”, LI Sheng-Cai^* , KAN Yun-Chao” * 
(1. College of Agriculture, Shanxi Agricultural University, Taigu, Shanxi 030801, China; 2. China-UK 
NYNU-RRes Joint Laboratory of Insect Biology, Nanyang, Henan 473061 , China) 

Abstract: Chemosensory proteins ( CSPs) are a class of small soluble proteins in insects, which are 
supposed to recognize and transport non-volatility odour molecules and chemical stimuli. In this study, we 
investigated the expression pattern of BmCSP4 using semi-quantitative RT-PCR. The results showed that 
BmCSP4 was expressed across various developmental stages, with gradual decrease from 4th larva to pupa. 
The tissue expression profile in males and females at adult stage was further studied, and the results showed 
that the expression level of BmCSP4 was lower in female head ( with antennae removed) , throax and 
abdomen than in other female tissues. The binding specificity of BmCSP4 to 15 compounds was tested using 
N-phenyl-1-naphthylamine (1-NPN) as fluorescent probe, and the results showed that only benzaldehyde, 
p-methoxy benzaldehy, 2-pentyl-3-phenylpropenoic,  1-phenyl-1-butanol and acetophenone at the 
concentration of 10 pmol/L replaced 1-NPN from BmCSP4 by 50% , with the dissociation constants of 
3.20, 2.24, 2.88, 2. 04 and 2. 52 umol/L, respectively. These results suggest that BmCSP4 may have 
diverse physiological function in different developmental stages, and may be involved in the process of 
discriminating aromatic aldehyde and aromatic ketone compounds. 
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fluorescence binding assay 


气味 分 子 和 化 学 刺激 物 从 外 界 环 境 到 达 昆 虫 。” 和 化 学 刺激 物 一 般 为 亲 脂 性 分 子 , 不 能 直接 通过 亲 
体内 神经 膜 上 相应 受 体 之 前 的 所 有 过 程 及 与 受 体 ”水 性 的 淋巴 液 到 达 嗅 党 神经 树 突 末 梢 , 因此 , 树 突 
的 相互 作用 都 发 生 在 噢 党 神经 末 庙 的 外 周 水 溶性 ” 周围 存在 一 类 可 以 可 逆 结 合 外 界 化 学 信号 刺激 ， 转 
MERA (Pelosi, 1996; 23%, 2009) , 气味 分 子 N 运 这 些 亲 脂性 信号 分 子 通过 亲 水 性 淋巴 液 的 载体 
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A. ARABE B RS SZ m UHR CA TC HP CS ARA 
水 溶性 蛋白 能 够 作为 气味 分 子 和 化 学 刺激 物 的 载 
体 , 一 类 是 气味 结合 蛋白 (odorant binding proteins, 
OBPs) , 另 一 类 是 化 学 感受 重 日 。 气 味 结合 生日 主 
要 结合 和 运载 挥发 性 的 气味 分 子 和 化 学 刺激 物 , 化 
学 感受 和 蛋 日 主要 结合 和 运载 非 挥 发 性 的 气味 分 子 
和 化 学 刺激 物 (Pikielny et al., 1994; Steinbrecht et 
al., 1995; Ban et al., 2002) 。 

CSPs 分 子 量 约 13 kD ,有 100 - 115 ARRIR 
基 ,4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 ,形成 2 个 二 硫 键 
( Angeli et al., 1999); CSPs 的 保守 性 强 , 同 种 昆虫 
不 同 CSP 以 及 不 同 目 、 科 昆虫 间 都 有 较 高 的 同 源 
PE; CSPs ACFE RAB. PR, TAN, BTL 
FRAPPR, mHE HEIER S AF A an 
ME. ER. XH. HR. ARSA RIA ( Nagnan-Le 
Meillour ef al., 2000; Picimbon et al., 2000a; Kim et 
al., 2003; Gong et al., 2007) ; Gong 等 (2007 ) 通过 
microarray EIN AR Bombyx mori 5 龄 幼虫 不 同时 
期 (3 h -9 d) CSPs 的 表达 差异 性 , 发 现 不 同 的 
BmCSP 在 5 龄 各 时 期 表达 的 差异 较 大 ; EINE 
$ Apis mellifera 不 同 AmelCSP 基因 在 各 个 发 育 阶 段 
和 组 织 有 不 同 的 表达 谱 ， 如 AmelCSP3 在 触角 、 头 、 
足 、 胸 部 和 幼虫 4 龄 、5 龄 及 肾 晚 期 都 有 很 高 的 表 
达 量 , 但 AmelCSP4 仪 在 触角 中 大 量 表达 , 在 幼虫 
期 和 师 期 不 表达 (Foret et al., 2007) ; Zhou 等 
(2006 ) 发 现 BmorEST3, BmorEST5, BmorEST6, 
BmorEST7 和 BmorESTS 在 家 乔 复 眼中 有 表达 , FE 
Mix 5 个 基因 具有 除 嗅觉 之 外 的 其 他 生理 功能 , 本 
文中 BmCSP4 与 BmorEST6 是 同一 基因 , 具有 相同 
的 CDS 区 序列 。 

CSPs 与 信息 素 或 其 他 气味 化 学 物质 的 结合 实 
验 是 研究 其 生理 功能 的 重要 途径 , 该 实验 方法 运用 
和 集 日 中 的 色 氨 酸 和 外 源 灾 光 配 基 结 合 产 生 的 灾 光 
来 检测 气味 分 子 的 特征 , 但 该 色 氨 酸 必 须 位 于 蛋 日 
的 结合 腔 内 , 且 和 气味 分 子 的 相互 作用 影响 其 严 光 
的 变化 , BUE PAAR EVI C SR SINO 
AA HE UU OG BA A K 3 Dr Sr AAA f] AR 
分 子 结 合 能 力 。 管 用 的 外 源 灾 光 配 基 有 上 
aminoanthracene ( l-AMA ), N-phenyl-1-naphthy 
lamine (1-NPN) , 以 及 异 构 体 2-aminoanthracene (2- 
AMA) 和 N-phenyl-2-naphthylamine (2-NPN) ( Pelosi 
et al., 2006), 1-NPN 是 CSPs HERE dE, 以 此 
为 灾 光 探 针 研究 了 CSPlm-I[-10, recCSP-se4, 
SgreCSP- 亚 等 多 种 CSP 的 结合 特性 (Ban et al., 


2002, 2003; Jin et al., 2005), 但 未 见 对 家 春 CSP 
结合 特性 的 研究 。 

家 看 是 我 国 重 要 的 经 济 昆 虫 , 也 是 国际 鳞 翅 目 
基因 组 协会 确定 的 鲜 翅 目 昆 忠生 化 与 分 子 遗 传 及 
基因 组 研究 的 模式 生物 。 本 研究 运用 半 定 量 RT- 
PCR 检测 了 BmCSP4 基因 在 不 同时 间 (1 —5 龄 、 师 
期 、 成 虫 期 ) ,不 同 组织 ( 触 角 、 头 、 足 、 示 、 胸 、 
腹 ) 以 及 成 虫 不 同性 别 ( 雌 、 雄 ) 中 的 表达 情况 。 鉴 
T CSP 结合 气味 分 子 种 类 的 多 样 性 ,参照 Li 等 
(2008) 研究 OBP 功能 方法 , 本 实验 以 常见 类 型 
(Ho. BE. RE. BR. Hg. RE) 56 3 15 种 ) 为 外 源 
竞争 配 基 , 以 1-NPN 为 外 源 殉 光 配 基 , 检测 纯化 的 
重组 BmCSP4 和 蛋白 与 15 种 气味 分 子 的 结合 特性 ， 
从 而 掌握 此 蛋白 识别 的 气味 分 子 种 类 , 为 阐明 昆虫 
与 外 界 环境 信息 联系 本 质 ,开发 利用 益 虫 和 防治 害 
虫 新 途径 提供 重要 理论 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

本 实验 所 用 的 家 看 品系 为 大 造 Po, 看 卵 由 西 
南大 学 惠 赠 ， 卵 保存 在 4C , 相对 湿度 75% ~ 85% , 
自然 光照 条 件 催 青 ， 孵化 后 幼虫 在 恒温 25%C ,自然 
光 周 期 条 件 ， 以 新 鲜 桑 叶 人 饲养。 
1.2 主要 实验 材料 、 试剂 和 仪器 

Trizol EB AR SM A Gibco 公司 , cDNA RER 
SAME EI Promega 公司 ,限制 性 内 切 酶 购 目 
NEB A Fj, pfu DNA X @ BS. T4 ligase 酶 和 
PageRular Prestained Protein Ladder 购 自 Ferments 公 
HJ, 1-NPN 和 外 源 气 味 分 子 标 准 品 购 目 Sigma 公 
HJ, 表达 载体 pET-30b( +), PER DHIOB, PT 
BL21( DE3) 为 本 实验 室 保 存 , SCREAM E 
全 弗 氏 佐 剂 购 自 Thermo 公司 ,阴离子 交换 树脂 
DE-52 柱 材 料 为 Whatman 产品 ，Superose-12 预 装 柱 
和 AKTA 生日 纯化 系统 为 GE 公司 产品 , RICA 
光度 计 为 Jasco FP-750, HH HF MAR IN A 
TaKaRa 公司 。 
1.3 半 定 量 RT-PCR 
1.3.1 引物 的 设计 与 合成 :从 GenBank 检索 并 下 
4X A tt BmCSP4 ( GenBank 登录 号 : NM_001043587 ) 
基因 CDS 区 序列 , 运用 在 线 软 件 http://www. cbs. 
dtu. dk/services/SignalP/ 预测 其 信号 肽 序列 , 依据 
重 昌 成 熟 编码 区 设计 引物 ， 以 家 和 看 Actin3 基因 为 内 
会 


— O 
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BmCSP4-Forward : 
5’-CGCATATGGATGATAAGTACACTGACA-3’ 
BmCSP4-Reverse : 
5'-GCGAATTCTTATTCAGGGATGACGATGC-3' 
BmorActin3-Forward : 
5'-ATGTGCGACGAAGAAGTTGCC-3"' 
BmorActin3 -Reverse : 
5’-AGTGAGCAGGACGGGGTGTT-3’ 

SD Fr 90 P XI Z ip ot 2J BE RI xk (Nde 工 和 
EcoR 工 ) ， 酶 切 位 点 前 为 保护 碱 基 , 引物 由 北京 奥 
科 易 盛 生 物 技 术 有 限 公 司 合成 。 

1.3.2 总 RNA 提取 及 第 一 条 链 cDNA 的 合成 : 分 
别 取 1-5 龄 (解剖 后 用 DEPC 水 冲洗 肠 道 ) 和 归期 
第 2 天 整 虫 及 羽化 后 第 2 RE HEREA EHR 
(AA Sk. AL. a. HA. BE) AX 10 mg，Trizol 法 
提取 总 RNA, DNase I 消化 除去 残留 的 基因 组 
DNA, 按照 Sigma cDNA 反 转 录 试 剂 盒 说 明 书 合成 
第 一 条 链 cDNA。 

1.3.3 半 定 量 RT-PCR 法 分 析 BmCSP4 时 空 及 组 
织 表 达 谱 : 以 1.3.2 中 合成 的 cDNA( 约 80 ng) ABE 
板 , 加 入 10 x PCR Buffer 2 uL, IE, 反问 引物 (10 
wmol/L) 各 1 uL, 1.6 uL dNTP (2 mmol/L), rtaq 
DNA 聚合 酶 1.5 U( TaKaRa) , ddH,O 补 至 20 pL, 
反应 条 件 : 94°C 预 变性 4 min, 94°C 变性 30 s, 58°C 
退火 30 s, 72°C 延伸 30 s, #25 个 循环 , 720 终 延 
伸 10 min, 以 ddH,O &V cDNA 桂 板 设 空 日 对 照 。 
每 个 样品 重复 3 次 。 

1.4 BmCSP4 基因 的 克隆 与 表达 

以 雄 虫 触角 cDNA 为 模板 扩 增 BmCSP4 基因 ， 
PCR 产物 纯化 后 用 Nde I /EcoR I IESU, Sp E 
收 后 与 经 同样 双 酶 切 的 表达 载体 pET-30b ( + ) 连 
fe, 连接 产物 转化 DH10B 感受 态 细 胞 , 挑 单 菌 落 
培养 后 经 阔 液 PCR RATTEN Js 38 AG RR 
盛 生 物 技术 有 限 公 司 测序 验证 ; 将 测序 验证 正确 的 
重组 表达 载体 pET/30b-BmCSP4 转化 BL21(DE3) 
感受 态 细胞 , DER TERE T 5 mL LB 培养 基 ( 卡 那 霉 
RUE: 10 pg/mL) 过 夜 培养 , 次 日 以 1:100(v:v) 
加 入 新 培养 基 ( 卡 那 霉 素 浓度 : 00 g/mL) H 37% 
培养 OD i228 0.6 时 加 入 IPTC( 终 浓度 为 0.4 
mmol/L) 诱导 3 h, SDS-PAGE H Yk fr Wl AE A AY 
表达 。 

1.5 重组 BmCSP4 和 蛋白 的 纯化 

1 000 mL LB 培养 基 大 量 表 达 目 的 蛋 日 ,诱导 

后 离心 收集 菌 体 , Hj 15 mL 50 mmol/L Tris-HCl 


(pH 7.4) BY, 超声 破碎 后 离心 取 上 清 , 保存 沉 
VE, SDS-PAGE ra yis H SR EA AE XXe 

含有 重组 目的 重 日 的 洲 液 经 阴离子 交换 树脂 
DE-52| 0 -0.5 mol/L NaCl +50 mmol/L Tris-HCl 
(pH 7.4) | fll Superose-12 两 个 步 又 纯化 。 
1.6 Western 免疫 印迹 检测 
1.6.1 多 克隆 抗体 的 制备 : 将 纯化 的 重组 BmCSP4 
A (4 300 hg) 与 弗 氏 完全 优 剂 按 1:1 的 体积 比 
充分 乳化 后 , 背部 皮下 多 点 注射 新 西 兰 大 日 免 , 之 
后 每 7 d 用 弗 氏 不 完全 优 剂 蓉 代 弗 氏 完全 位 剂 加 强 
免疫 1 次 , 共 4 次 ,末次 免疫 后 一 周 耳 部 静脉 取 血 ， 
分 离 血 清 , 加 0.02% NaN,, -70% 保存 。 
1.6.2 Western 免疫 印迹 检测 : REN E RR AB 
HATH De E HMA SDS-PAGE 胶 上 电 转 到 硝酸 纤维 系 
IRE, H PBST +5% 脱脂 牛奶 封闭 1 h; 加 入 
BmCSP4 抗 血清 孵育 1 h (稀释 度 1: 1 000), PBST 
洗 膜 3 次 ; 加 入 AP Cis HE VERE BS) 标记 的 手 抗 锡 
IgG (ti PERE 1:2 500) , FAJA 1.5 h, PBST 洗 膜 
3 次 ; 最 后 将 膜 置 于 BCIP/NBT BER FERN 
色 清 晰 ,ddH,0 终止 显 色 。 
1.7 重组 蛋白 BmCSP4 的 荧光 特征 

LE 25°C Hj Jasco FP-750 SEA SESE Hid eR 
FEA HH TEE. Th UR Be LE 1-NPN YA THE 
(1 mmol/L), FH 295 nm 激发 光 激 发 4 mol/L 重组 
EH, 记录 300 ~ 400 nm JER Ah (5, AR AY BE Go 
BE, 在 4 pmol/L 3& 2H 4& FJ FP A 1-NPN, 记录 
1-NPN 浓 度 为 0 ~ 20 pmol/L £824 R2 ve J6 HJ ER 
情况 ;用 337 nm 激发 光 激 发 2 pmol/L 1-NPN 甲醇 
WE. 记录 350 ~ 500 nm RK Z H RIAA E 
谱 , 在 2 pmol/L 1-NPN 甲醇 溶液 加 入 重组 蛋白 至 
浓度 为 4 pmol/L, 记录 350 ~500 nm 波长 之 间 峰 值 
的 蓝 移 及 强度 变化 , 并 记录 1-NPN 浓度 为 4,6,10 
和 15 pmol/L 时 峰值 的 蓝 移 及 强度 变化 ,以 蓝 移 的 
峰值 为 纵 坐 标 、 目 由 1-NPN 浓度 为 横 坐 标 作 图 ， 
Schatchard Plot 法 线性 化 该 曲线 ,并 计算 BmCSP4/ 
1-NPN 复合 物 的 解 离 浓度 KiiwpwJ。 以 上 检测 所 得 
数据 均 为 3 次 重复 的 平均 值 。 
1.8 竞争 结合 实验 

用 1-NPN ERRET, 以 最 大 发 射 光谱 处 奕 
光 强 度 和 外 源 配 基 深度 作 图 ， 以 测定 15 种 外 源 气 
味 分 子 ( 表 1) 配 基 的 结合 强度 , 外 源 配 基 的 浓度 为 
0-10 umol/L, 和 蛋白 浓度 为 4 jmol/L,1-NPN 浓度 
为 4 pmol/L, RIGER BIIK 3 次 重复 的 平均 值 。 
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图 7 1-NPN 与 BmCSP4 的 结合 及 结合 1-NPN 的 BmCSP4 与 配 基 的 竞争 结合 
Fig. 7 Binding of 1-NPN to BmCSP4 and competitive binding of 1-NPN in BmCSP4 with ligands 
A: 1-NPN 5 BmCSP4 和 蛋白 的 结合 曲线 Binding curve of 1-NPN to BmCSP4; B; 1-NPN 5 BmCSP4 蛋白 结合 的 Scathard 方程 Scathard plot of 1-NPN 
binding to BmCSP4; C, D: 外 源 配 基 与 BmCSP4 蛋白 的 竞争 结合 曲线 Competitive binding curve of 1-NPN in BmCSP4 with external ligands. 配 基 化 


合 物 Cl ~ C9 如 表 1 所 示 。Ligand compounds C1 - C9 as shown in Table 1. 


表 2 不 同 配 基 对 BmCSP4 Æ A 的 IC, 值 和 解 离 常 数 ( Ky ) 
Table 2 IC, and dissociation constants of ligands to BmCSP4 


外 源 配 基 Ligands IC ( jumol/L) Kp (mol/L) 
JE FEE Benzaldehyde 4. 00 3.20 
对 甲 氧 基 茶 甲醛 p-Methoxy benzaldehyde 2. 80 2.24 
2- 戊 基 -3- 苯 丙 基 - 烯 醛 2-Pentyl-3-phenylpropenoic aldehyde 3.60 2.88 
1- 茶 基 -1- 丁 酮 1-Phenyl-1-butanol 2.55 2.04 
3EZ Bi] Acetophenone 3.15 2.52 


2- 甲 基 琴 酸 乙 酯 Ethyl-2-methylpropanoate 


— : 外 源 配 基 浓 度 为 10 umol 工 时 ,， 仍 不 能 替换 50% 1-NPN, IC, Al Kp 值 无 法 计算 。10 pmol/L external ligands 
could not replace 50% 1-NPN from BmCSP4 so it is impossible to calculate IC,, and Kp. 


OBP 基因 一 般 在 成 虫 期 表达 , 在 羽化 前 开始 合 
成 , 如 舞 毒 蛾 Lymantria dispar 的 PBPs 和 GOBPs 的 
合成 始 于 约 羽 化 前 3 d( Krieger et al., 1996) 。 张 瑶 
(2008) 运用 半 定 量 RT-PCR 方法 检测 了 家 看 7 个 


OBP 在 幼虫 期 (4 龄 眠 期 5 REE, AR) BY 
表达 谱 ， 发 现 只 有 ABP 和 ABPX 两 种 OBP RIK, 
其 余 5 种 OBP 的 mRNA 转录 水 平 没有 检测 到 表达 ; 
Picimbon 等 (2001 ) 用 Northern 印迹 法 检测 到 
HvirCSP1 在 羽化 前 3 d 表达 量 达 到 和 成 虫 阶段 相当 
的 水 平 ; Jin € (2005) KM KiE Locusta migratoria 
CSP 亚 在 1-5$ 龄 幼虫 期 均 表 达 ;， Wanner (2005 ) 
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A JI OS Chroistoneura fumiferana 的 CSP 基 
CfumAY426538 在 1 -5 龄 幼虫 期 和 晴 期 均 表 达 ; 
本 实验 中 发 现 BmCSP4 广泛 分 布 于 家 看 幼虫 各 个 
龄 期 包括 1, 2, 3, 4 和 5 龄 以 及 晴 期 ， 且 表达 量 有 
差异 , 但 从 4 龄 开始 ，BmCSP4 基因 表达 量 明 显 减 
少 , 肾 期 最 少 可 能 是 由 于 肾 期 家 看 与 外 界 的 信息 交 
流 减 少 , 可 见 CSPs 比 OBPs 出 现 得 更 早 , 分 布 更 为 
广泛 , 因此 功能 也 可 能 比 OBPs 更 复杂 和 多 样 化 。 

CSPs 在 昆虫 接触 性 器 官 中 表达 量 较 高 ， 
Picimbon 等 (2000a，2000b ) jz FA Northern blot 法 分 
析 BmCSP1, BmCSP2 和 LmisOS-Ds 在 各 组 织 中 的 
表达 差异 , 结果 发 现在 触角 和 足 中 表达 量 最 高 , 但 
雌雄 间 差 异 不 显著 ; 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens 的 
HvirCSP1, HvirCSP2, HvirCSP3 HEHE, AE HER 
有 较 高 的 表达 量 (Picimbon et al., 2001) ; 本 实验 发 
Jil BmCSP4 在 肉 虫 接触 性 器 官 ( 触 角 、 足 和 翅 ) 中 表 
AE PIPE MER E ha MAME), 但 在 雄 虫 各 
组 织 则 无 显著 差异 。 这 种 性 别 间 的 基因 表达 差异 
性 表明 , 在 成 虫 阶 段 ， 除 作为 嗅觉 产生 的 一 个 成 
4}, BmCSP4 可 能 在 别 的 途径 中 参与 或 决定 了 家 和 看 
雌 虫 和 雄 虫 发 育 或 者 行为 的 差异 。 值 得 注意 的 是 ， 
与 家 大 BmCSP4 同 源 性 很 高 的 意大利 蜜蜂 的 
AmelCSP4 ADE #11 WR UB AN AA, HERA 
器 官 触角 中 表达 , 在 其 他 组 织 表 达 量 很 低 或 者 不 表 
iA (Foret et al., 2007), AY, CSP4 虽 在 种 间 高 度 保 
SP. 但 其 表达 谱 差 异 较 大 , 所 以 推测 其 在 不 同 物种 
中 的 功能 也 可 能 存在 一 定 差异 。 

BmCSP4 248 HN AHRFANTEAR 
( Trp81, Trp94) , E 340 nm AP BS AIRE A] 
能 是 两 个 色 氨 酸 共 同 作用 结果 , du np Bee PS A 
酸 作 用 结果 ，Bette 等 (2002 ) 3} B75 KE Antheraea 
polyphemus PBP1 内 源 色 氨 酸 (Trp37，Trp127 ) RJE 
的 研究 表明 突变 了 Trp37 MEAR E6, Z11-Ald 
对 PBPI E AA Ji ve 2618 VE KU, MR AE Y 
Trp127 MEAM E6, Z11-Ald 对 PBP1 SAWYER 
KICH RAL Bj HEAR BJ i ATREA, Trp37 氨基 
PETE SUK AS EA PRS ESR, 所 以 推测 在 化 学 感 
受 恒 日 中 相对 保守 Trp81 位 点 可 能 位 于 BmCSP4 Br 
水 性 的 结合 腔 内 , 但 Trp94 是 否 参 与 外 源 配 基 的 结 
合 需 通过 定点 突变 后 测定 内 源 奖 光 的 狂 灭 来 确定 。 

CSPs 可 分 为 3 类 亚 型 : CSPls，CSP2s 和 
CSP3s, 每 种 类 型 都 可 能 有 其 结合 特性 ; CSPls 主要 
结合 长 烷 基 链 的 脂肪 酸 ， 如 CSPMbraA6( Lartigue et 
al., 2002) ,CSP2s 主要 结合 芳香 族 化 合 物 , 如 CSP- 


sg4(Ban et al., 2002) ; Ban 等 (2003 ) 研究 发 现 12, 
14, 18 个 碳 的 醇 、 酸 及 其 已 本 在 高 浓度 条 件 都 不 能 
将 1-NPN 从 1-NPN/recCSP-se4 上 有 效 地 替代 下 来 ; 
本 实验 研究 发 现 长 链 的 酯 类 和 醇 类 如 2- FAN 
乙 栈 、4- 戊 其 -6- 戊 内 酯 、 十 六 酸 甲 醋 、5- 甲 基 十 一 
烷 醇 也 不 与 BmCSP4 HABA, 但 芳香 醛 类 和 芳香 
酮 类 与 BmCSP4 结合 能 力 较 强 , HICE MT BmCSP4 
可 能 都 属于 CSP2s 亚 型 ; 辛 醛 在 寄生 蜂 寻 找 寄 主 的 
E HP it — XE TE Hj, BE UE 5| SER. ER Cydia 
pomonella ( L. ) 的 寄生 蜂 Hyssopus pallidus ( Rott et 
al., 2005) , 其 可 能 是 一 种 昆虫 信息 素 ,， 所 以 不 与 
CSPs 结合 ( 张 帅 等 , 2009) ; BmCSP4 不 结合 酚 类 可 
能 是 由 于 酚 类 碱 性 强 而 导致 亲 水 性 强 ,， 配 基 不 能 进 
入 结合 位 点 内 部 与 重 日 结合 ; Jiang 等 (2009 ) 认为 
配 基 的 C 原子 数 与 其 与 嗅觉 重 日 的 络 合 能 力 是 相 
关 的 , 但 本 实验 发 现 配 基 所 携带 的 官能 团 性 质 对 其 
结合 特性 的 影响 更 大 ; ARRE, PAEA H R, 
2- 戊 基 -3- 欠 丙 基 - 烯 醛 、1- 茶 基 -1- 丁 酮 、 茶 乙 酮 的 结 
构 与 碳 原 子 数 都 差别 较 大 , 但 解 离 常数 的 差异 性 不 
K, 可 能 是 由 于 这 两 类 化 合 物 与 BmCSP4 和 蛋白 的 相 
互 作 用 模式 是 相同 的 ; 芳香 醛 类 具有 花 果 香 型 气 
R, 芳香 酮 类 多 具有 特定 的 清香 味道 ， 所 以 推测 
BmCSP4 可 能 与 昆虫 传粉 和 危害 果实 类 害虫 寻找 寄 
FAR, 但 需 更 多 的 配 基 和 直接 的 生理 证 据 进 一 步 
验证 。 

通过 实验 证 明和 BmCSP4 结合 能 力 很 强 的 茶 甲 
RE PRA FA PRE, 2- RAIN EEE 1-8 
AE-1- T Ml, ZU, 虽 不 能 作为 BmCSP4 和 蛋白 生理 
功能 直接 证 据 , 但 鉴于 CSPs 和 蛋白 在 种 间 的 保守 性 ， 
通过 大 田 实 验 和 相关 的 行为 学 人 研究 后 可 作为 昆 忠 
ATSANA ZURI o 
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